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(54) Title: REINFORCED CLUSTER OPTICAL SENSORS 

(54) Bezeichnung: CLUSTER VERSTARKTER OPTISCHER SENSOR 




(57) Abstract 

The invention concerns an optical sensor characterized in that interacting linkers arc immobilized at a spacing of less than 1 /*m from 
a layer with analytes which reflects electromagnetic waves to which electrically conducting clusters with a diameter of less than 500 nm 
are bonded. 

(57) Zusammenfassung 

Ein optischer Sensor wird vorgestellt, dadurch gekennzeichnet, dafi im Abstand von weniger als 1 ^im zu einer elektromagnetische 
Wellen reflektierenden Schicht mit Analyten wechselwirkende Linker immobilisiert sind, an welche elektrisch leitende Cluster mit einem 
Durchmesser von weniger als 500 nm gebunden sind. 
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CLUSTER VERSTARKTER OPTISCHER SENSOR 
Die Erfindung bezieht sich auf ein neuartiges MeBprinzip zum Aufbau von Sensoren und zur 
Verwendung in der Bioinformatik. Die Technologie beruht dabei auf einem neuartigen 
plasmonoptischen MeBsystem unter der Verwendung von Clustern, mit welchem 
insbesondere Nukleinsauren, Proteine und deren Liganden erfaBt werden konnen. Die 
genannten Analyte induzieren dabei die Bindung oder Abtrennung von metallischen Clustern, 
die in einem bestimmten Abstand zu einer reflektierenden, vorzugsweise elektronenleitenden 
Oberflache, gebunden werden bzw. wurden. Die Bindung oder Abtrennung wird durch die 
Resonanzverstarkung der Cluster, bei der die Cluster mit ihren Spiegeldipolen wechselwirken, 
in ein leicht meBbares optisches Signal umgewandelt. Es besteht heute groBer Bedarf an 
raschen, einfachen und billigen Testverfahren, in der medizinischen Diagnostik sowie der 
Lebensmittel- und der Umweltanalytik. Dabei werden immer groBere Anforderungen an 
Empfindlichkeit, Selektivitat und VerlaBlichkeit bei maximaler Einfachheit des MeBvorgangs 
gestellt. Die Erfindung zielt darauf ab, durch einen neuartigen MeBaufbau, grundlegende 
technische Einschrankungen etablierter Analyseverfahren zu beseitigen. Aufbauend auf dieser 
Technologie konnen rasche und sichere Schnelltests fur Klinik und Labor verwirklicht 
werden. Als primare Anwendungsbereiche konnen z.B. die Diagnose von Harnwegsinfekten, 
Allergen-Screening, die Quantifizierung von Bakterienkontaminationen in Lebensmitteln oder 
die Messung der Blutglukose genannt werden. 

Die mit Bezugszeichen versehenen Teile des erfindungsgemaBen Aufbaus sind wie folgt 
zuzuordnen: 1 = Tragermaterial, 2 = reflektierende Schicht (vorzugsweise elektronenleitende 
Metall oder Clusterschicht), 3 = 0-500 nm Abstandsschicht, 4 = nanometrische, nichtleitende 
Partikel, 5 = chemisch reaktiver Oberflachenanker, 6 Linker (z.B. DNA, Proteine, ...) 7 = 
Cluster, 8 = Analyt, 9 = gespaltener Linker (z.B. von einem Analyt gespalten), 10 = nicht 
gespaltener Linker, 11 = nach Anlagening eines katalytisch aktiven Analyten, 12 = Sensor 
Aufbau nach der Spaltung des Linkers, 13= Abdissoziation des Clusters mit einem darin 

ERSATZBLA7T (REGEL 26) 
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verankerten Teil des Linkers, 14 = Freie gespaltene Cluster-Linker {Conjugate, 15 = 
Elektroden auf oder nahe dem Chip oder Magnet, 16 = Analyt bindendes Molekul z.B. DNA, 
Protein, 17 Analytanalog. 

Der Sensor besteht aus einer Metallschicht auf einem Tragermaterial, einer inerten 
Abstandsschicht, z.B. mittels Photolackschleuder oder Aufdampfen aufgebracht, auf der 
vereinzelt mit Clustern gekoppelte Linkermolekule gebunden sind. Der Durchmesser der 
Cluster wird vorzugsweise kleiner als 40 nm gewahlt. Wenn der Analyt mit dem Linker 
interagiert. induziert er eine Anderung der Belegungsdichte der Clusterschicht im 
molekularen MaBstab, oder Anderungen in der raumlichen Anordnung der gebundenen 
Cluster am Sensor. Dies fiihrt zu den charakteristischen Anderungen der optischen 
Erscheinung der Sensoroberflache. Die durch den anormalen optischen Effekt gefarbte 
Oberflache wird dabei durch die katalytische oder biorekognitive Wirkung des Analyten oder 
durch Zusatz einer enzymatischen aktiven Komponenten verandert. Metallische Clusterfilme 
mit einem mittleren Clusterdurchmesser kleiner als 500 nm (vorzugsweise kleiner als 40 nm, 
urn Multipol-Peaks im Spektrum zu unterdrucken) weisen starke schmalbandige 
Reflexionsminima auf, deren spektrale Lagen extrem empfindlich von der raumlichen 
Anordnung insbesondere dem Abstand zur elektronenleitenden Oberflache abhangen. 
Der Sensoraufbau kann selbst geringste Anderungen der Oberflachenbelegung mit Cluster in 
ein klar erkennbares optisches Signal umwandeln, entweder in eine starke 
Extinktionsanderung bei einer bestimmten Wellenlange, oder in eine spektrale Verschiebung 
des Absorptionsmaximums. ErfindungsgemaB ist es moglich, biorekognitive 
Bindungsprozesse und die katalytische Aktivitat von Proteinen durch die Verwendung von 
Oberflachen-gebundenen Clustern in ein optisches Signal (= Farbanderung der 
Sensoroberflache) umzuwandeln. 

Beispielhafte kann die Sensitivitat des MeBaufbaus wie folgt berechnet werden: 25 nm groBe 
Cluster werden im Raster von 100 Nanometern angeordnet. Bei einer optischen Auflosung 
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von 1/10 mm ; entspncht eine Anderung der Signalstarke um 10% 2xl0e5 Molekiilen. Diese 
Sensitivitat wurde experimentell mit einem Antikorper - Antigen Aufbau nachgewiesen. Die 
Verwendung katalytisch aktiver Analyte erhoht die Empfindlichkeit nochmals um einige 
Zehnerpotenzen und erlaubt damit Einzelmolekiildetektion. 

Nanocluster (bevorzugt Silber-, Aluminium- oder Goldcluster) konnen uber sogenannte 
„biochemische Linker" in definiertem Abstand zur metallisiertcn Oberflache gebunden 
werden. Werden diese Linker durch biochemische Rekognition oder Katalyse durchschnitten 
oder ihre raumliche Anordnung verandert, so fuhrt das zu einem detektierbaren Signal. 
ErfindungsgemaB werden z.B. Oligonukleotide als Linker verwendet, welche durch den 
Analyten geschnitten werden ( z.B. Restriktionsenzyme aus Mikroorganismen) (siehe Fig. 1 
und 2). Viele pathogene Mikroorganismen exprimieren spezifische Restriktions- 
Endonukleasen und konnen daher mit Hilfe des neuen EinwegmeBsystems rasch, ohne 
aufwendige apparative Ausfuhrung, in der Arztpraxis oder im Labor, nachgewiesen werden. 
Dies ermoglicht z.B. die Differentialdiagnose von Harnwegsinfekten durch direkten E. Coli 
Nachweis (Erreger von 60 % aller Harnwegsinfekte). Ebenso kann eine schnelle und 
verlaBliche Screening-Methode fur bakterielle Kontamination in Lebensmitteln aufgebaut 
werden. 

Die neuartige Technologie basiert auf verstarkten Cluster Plasmonen, die in einer sehr 
einfachen und reproduzierbaren Weise die Aktivitat von chemisch reaktiven Spezies in ein 
optisches Signal umwandeln. 

Der Aufbau des Sensors besteht im Wesentlichen darin, daB 

1 . im Abstand von weniger als 1 ^m zu 

2. einer reflektierenden, vorzugsweise elektronenleitenden Oberflache, 

3. Linker immobilisiert werden, an die 

4. direkt oder indirekt elektrisch leitende Cluster gebunden sind. 

Metallische Cluster konnen somit z.B, auf die Oberflache eines inerten (nicht reaktiven) 
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Polymers angclagert werden und konnen auf der Polymeroberflache uber biochemische 
Linker in definiertem Abstand zur Metalloberflache angeordnet werden. Die Linker konnen 
entweder geschnitten werden, oder ihre raumliche Anordnung kann durch biochemische 
Rekognition oder Katalyse geandert werden, was sodann beides zu einem optischen 
detektierbaren Signal fiihrt. Fur ein DNA/RNA-Testsystem konnen Oligonukleotide als 
Linker eingesetzt werden, die daraufhin durch Restriktionsenzyme geschnitten werden. 
Die vorliegende Erfindung unterscheidet sich vom Gegenstand der Patentanmeldung 
„Optochemischer Sensor sowie Verfahren zu seiner Herstellung", Osterr. Patent A 753/94 
vom 12.04.1994, US-Patentanmeldung 08/419, 615 vom 10.04.1995 durch grundlegende 
strukturelle Merkmale: Die hier angemeldete Aufbau beinhaltet keine reaktive Matrix, die 
vorzugsweise Volumen Anderungen ausfiihren soil. Der neuartige Aufbau basiert auf einer 
Anderungen der Cluster-Belegungsdichte, dabei sind analytwechselwirkende chemische 
Linkermolekule in definiertem Abstand zu einer reflektierenden Schicht gebunden. 
Die Bezeichnung anormale Eigenschaft eines Metallfilms bezieht sich auf ein starkes 
Absorptionsmaximum, zumeist im sichtbaren Spektralbereich, welches durch die raumliche 
Lokalisierung der Leitungsbandelektronen in den Grenzen des nanometrischen Partikels 
bewirkt wird. Diese raumliche Lokalisierung steht im Gegensatz zur freien Mobilitat der 
Elektronen in einem makroskopischen Stuck Metall (die freie Mobilitat der Elektronen ist 
verantwortlich fur die starke Reflexion, allgemein metallischer Glanz genannt). 
Ein metallischer Cluster in einem definierten Abstand zu einer metallischen Oberflache 
interagiert elektrodynamisch mit der benachbarten Metallschicht. Bei einem definierten 
Abstand der absorbierenden Clusterschicht von der Metalloberflache kann das elektrische 
Feld, das von der Metalloberflache zuriickgeworfen wird in der gleichen Phase wie die 
einfallende elektromagnetische Welle zu liegen kommen. Der daraus resultierende 
Ruckkopplungsmechanismus verstarkt den effektiven Absorptionskoeffizienten der 
Clusterschicht. Da bei einer gegebenen Schichtdicke der Abstandsschicht die optimale 
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Phasenverstarkung nur von der Frequcnz des eingestrahlten Lichtcs abhangt, lafit sich das 
System durch schmale und starke Reflexionsminima definieren. Die Intensitat der 
Absorptionsbande ist in einem weiten Belegungsbereich mit Cluster direkt proportional der 
Anzahl der Cluster. Jede Reduktion der Anzahl der Cluster durch chemische Abspaltung 
resultiert daher in einer Verringerung der Absorption des resonanten Systems. Bei hohen 
Oberflachenbelegungen wird zusatzlich durch Cluster-Cluster Wechselwirkungen eine 
spektrale Verschiebung beobachtet (siehe Fig. 2). 

Die optische Verhalten des Sensors kann durch die sogenannte Stratified Medium Theorie 
oder die CPS-Theorie (welche von Chance, Prock und Silbey erstmals vorgeschlagen wurde) 
beschrieben werden. Diese Theorien beruhen entweder auf dem Verhalten eines optischen 
Diinnfilms oder auf dem Verhalten eines polarisierbaren Partikels nahe einer 
Metalloberflache. Die Stratified Medium Theorie kann zur Berechnung jeder Art optischer 
Dunnfilme verwendet werden. Sie beruht auf der Losung der Maxwell Gleichungen unter den 
Randbedingungen. daB Phasengrenzen und Phasendicke der unterschiedlichen Materialien 
vorgegeben sind. Urn die Stratified Medium Theorie anwenden zu konnen, mussen daher alle 
optischen Konstanten der vier Schichten (Oberflache, Abstandsschicht, Linker Schicht und 
Clusterschicht) bekannt sein. Die optischen Konstanten eines Inselfilms hangen sehr stark von 
chemischen und physikalischen Parametern ab und mussen daher experimentell bestimmt 
werden. Urn diese Konstanten bestimmen zu konnen mussen zumindest Reflexions- und 
Transmissionsspektren der Cluster bekannt sein. Aus theoretischen Berechnungen kann 
geschlossen werde. daB eine mittlere Massendicke von 3-7 nm ein maximales Signal erwarten 
lafit. Abhangig von der Anzahl der Linker gebundenen Cluster kann das Reflexionssignal urn 
bis zu drei GroBenordnungen variieren. Unter optimierten Anregungs- und MeBbedingungen 
konnen sogar einzelne Cluster beobachtet werden. Bedingt durch die partikulare Struktur des 
Cluster oder Kolloidfilms gibt es keinerlei Diffusionsbarrieren fur Gase oder Flussigkeiten. 
Die Analytkonzentration kann mit hoher Sensitivitat durch Betrachtung der Sensoroberflache 
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ohne Zuhilfenahme technischer Hilfsmittel bestimmt wcrden. Urn den unspezifischen 
Hintergrund durch die Eigenfarbung der Probe zu reduzieren kann jedoch eine zwei Winkel 
Messung eingesetzt werden. Wahrend die Absorption von Chromophoren unabhangig vom 
Winkel der Beobachtung ist verschiebt sich das spektrale Reflexionsminimum stark mit dem 
Beobachtungswinkel. Daher kann durch einfach Subtraktion beider Signale der Hintergrund 
durch Matrixeffekte auf einfache Weise eliminierte werden. 

ErfindungsgemaB kann ein Sensor zur Messung spezifischer DNA und RNA Sequenzen in 
der Weise aufgebaut werden, daB nach Hybridisierung der Analyt-DNA/RNA mit dem 
Linkernukleotid sich eine neue Restriktionsschnittstelle bildet. Nach Inkubation mit einem 
Restriktionsenzym kann daher die geschnittene DNA/RNA mit den daran gebundenen 
Clustern durch einen einfachen Waschschritt von der Oberflache entfernt werden. Durch die 
Temperaturstabilitat aller Komponenten ist eine direkte Kombination mit PCR moglich. 
In analoger Weise konne auch Restriktionsenzyme nachgewiesen werden, die doppelstrangige 
Linker schneiden, oder eine HIV Protease, welche einen HIV spezifischen Peptidlinker 
sclmeidet. Insbesondere der Nachweis bakterieller Restriktionsenzyme erfordert den 
Aufschluli von Zellen im Rahmen des Mefivorgangs, die Zellen konnen dabei aufgebrochen 
oder permeiert werden, was fur die Sensitivitat von grundlegender Bedeutung ist. Eine 
Anwendung dieses Sensors ist im Bereich der molekularbiologischen Forschung zur 
Bestimmung von Aktivitat oder Reinheit von Restriktionsenzymen. 
Die folgenden vier Beispiele beschreiben die technische Realisierung des Sensors: 
Beispiel 1 (siehe Fig. 3) 

Statistische Kopplung von Linkern nach einem chemischen Standardprotokoll an einen mit 
einer Photolackschleuder hergestellten inerten nanometrischen Dunnfilm. 
Beispiel 2 (siehe Fig. 4) 

Verwendung nanometrischer Partikel insbesondere aus Polystyrol als Distanzschicht. Diese 
Aufbau ermoglicht homogene Schichtdicken auf unebenen und gekriimmten Oberflachen. 
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Beispiel 3 (siehe Fig. 5) 

Die Technologie verwendet eine verbesserte Version der Mikrostrukurierung 
Beispiel 4 (siehe Fig. 6 und 7) 

Diese Technologie verwendet elektrophoretische Bewegung von Clustern. 

Beispiel 1 : Auf Polyethylenterephtalat welches mit Aluminium metallisiert ist (Widerstand 
2Q) wird eine 6%ige Losung von Polyhexylmethacrylat mit der Photolackschleuder 
aufgebracht (4000 rpm, 60 s). Die Oberflache des Dunnfilms wird mit Sauerstoffplasma 
chemisch hydroxyliert, carboxyliert und carbonyliert. Mit unspezifischer Adsorption oder mit 
einem wasserloslichen Carbodiimid wird daran sodann ein glykosyliertes Protein oder 
Zuckerderivat gebunden. Sodann wird das tetravalente Concanavalin A an diese Schicht 
gebunden, wobei eine chemisch reaktive, zuckerbindende Oberflache entsteht. 
Goldkolloide mit einem Durchmesser von 14 nm werden mit einem glykosylierten Protein 
stabilisiert (z.B. Peroxidase). Aggregation und die unspezifische Adsorption wird durch 
Zugabe von 0.1% Tween 20 unterdruckt. Nach Zugabe des Analyten erfolgt der 
Bindungsvorgang unter kompetitiver Reaktion an der Chipoberflache. Dabei werden die 
gebundenen Cluster den gewunschten optischen Effekt zeigen, da sie in defmiertem Abstand 
von der reflektierenden Oberflache festgehalten werden. 



Beispiel 2: Nanometrische Partikel auf Polystyrol sind ebenfalls als Abstandsschicht geeignet. 
Eine durch Bedampfung hergestellte Silberoberflache wird mit einer 2%igen Losung von 
Cystamin (30 Minuten) zur Reaktion gebracht wobei sich ein „Selfassembling Monolayer" 
mit freien Aminogruppen ausbildet. Carboxylierte Polystyrolkugeln (Durchmesser z.B. 50 
nm) konne sodann in einem Zweischrittprotokoll mit wasserloslichem Carbodiimid an die 
Aminogruppen gebunden werden. In analoger Weise konnen carboxylierte Polystyrolkugeln 
auch an aminosilanisierte Metalloberflachen gebunden werden. Wenn die Bindungsreaktion 
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abgeschlossen ist bildet sich ein dichter, chemisch reaktiver, zweidimensionaler Raster von 
spharischen Partikeln aus. Auf den Kunststoffkugeln konne sodann Oligonukleotide mit 
einem kiinstlich eingeflihrten Aminoterminus mit z.B. wasserldslichem Carbodiimid 
gebunden werden. Dabei ist die Zugabe von Imidazol notig. um die Reaktivitat des 
Carbodiimid selektiv auf die terminale Aminofunktion zu reduzieren. 

Beispiel 3: Carboxylierte Kugeln von Polystyrol werden auf die in Beispiel 1 beschriebene 
Polymethacrylatschicht mit Hilfe bifunktioneller aber spaltbarer Vemetzer gebunden. Die 
uberschiissigen reaktiven Gruppen des Polymers werden via Esterbindung inaktiviert. Die 
Kugeln formen ebenfalls einen zweidimensional geordneten Gitterraster, der nach Spaltung 
der Vernetzer (z.B. Spaltung von SS-Brucken mit Hilfe eines Reduktionsmittels) einen 
zweidimensionalen Abdruck von reaktiven SH Gruppen auf der Oberflache hinterlaBt. Die 
reaktiven SH-Gruppen konnen sodann als Ankerpunkte fur die geordnete Immobilisierung der 
Linker (z.B. iiber Iodacetyl-Aktivierung) dienen. 

Beispiel 4: Dieser Sensor wird gleichartig aufgebaut wie in Beispiel 1, zusatzlich werden 
jedoch zumindest zwei Elektroden (zumeist aus Pt, Au, Ag, Pd oder Stahl) am Chip 
angebracht um Mikroelektrophorese zu ermoglichen. Es erweist sich insbesondere als 
vorteilhaft die Distanzschicht selbst elektrisch- oder ionenleitfahig auszubilden und als 
Elektrode zu verwenden. Dabei kann z.B. Indiumzinnoxid aus Plasma aufgedampft werden, 
oder ein ionenleitendes Polymer eingesetzt werden. Das Anlegen eines elektrophoretischen 
Signals induziert die Bewegung der elektrisch leitenden Cluster. Dazu kann entweder die 
lokale Konzentration erhoht werden oder aber ungebundene Cluster entfernt werden. Damit 
kann die Analysezeit deutlich verringert werden. In gleichartiger Weise konnen auch 
nanomagnetische Partikel z.B. Metall-Metalloxid (zumeist Eisen oder Chromoxid) durch 
(elektro-)magnetische KrSfte bewegt werden. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Optischer Sensor, dadurch gekennzeichnet, daB (1) im Abstand von weniger als 1 ^m zu 
einer elektromagnetische Wellen reflektierenden Schicht (2) mit Analyten wechselwirkende 
Linker immobilisiert sind, an welche (3) elektrisch leitende Cluster mit einem Durchmesser 
von weniger als 500 nm gebunden sind. 

2. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker DNA, RNA, 
Proteine, Peptide oder ihre Liganden verwendet werden. 

3. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Linker verwendet werden, 
welche durch den Analyten gespalten werden konnen. 

4. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Linker an die 
Oberflache einer inerten Zwischenschicht gebunden sind. wobei die Distanz zur 
reflektierenden Oberflache weniger als 500 nm betragt. 

5. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die reflektierende Schicht 
aus Metall einer Metalloberflache oder aus einer Schicht von Metallclustern besteht. 

6. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker ds-DNA, ds- 
RNA oder ds-synthetische Analoga verwendet werden, welche durch Restriktionsenzyme 
gespalten werden konnen. 

7. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker ss-DNA, ss- 
RNA oder ss-synthetische Analoga davon verwendet werden, welche mit dem Analyten 
hybridisieren. 

8. Optischer Sensor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der gebildete 
Doppelstrang durch ein Restriktionsenzym spaltbar ist, das die Einzelstrange nicht spaltet. 

9. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die Cluster durch 
chemische Synthese erzeugt werden. 

10. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Cluster aus der 
Gruppe der Metalle Silber, Gold, Aluminium, Kupfer, Indium oder alien Metallen und 
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Legierungen welche keine storenden Interbandubergange besitzen gewahlt werden. 

1 1 . Optischer Sensor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Abstand zwischen 
Reflexionsschicht und Linkern durch die Anlagerung von nanometrischen Partikeln 
geeigneter GroBe erzeugt wird. 

12. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine regelmaBige 
Anordnung von Linkern durch Anlagerung nanometrischer Partikel an die reflektierende 
Schicht erzeugt wird. 

13. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine regelmaBige 
Anordnung von Linkern durch chemische Abdriicke nach Anlagerung nanometrischer Partikel 
erzeugt wird. 

14. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker Proteine oder 
Peptide verwendet werden, die durch proteolytische Enzyme gespalten werden konnen. 

15. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Linker Antigen- 
Antikorper oder Rezeptor-Ligand-Konjugate verwendet werden, wobei durch den Analyten 
eine Komponente verdrSngt wird. 

16. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Signal durch eine 
zweite Population von Clustem verstarkt wird. 

17. Optischer Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Elektroden 
zur elektrophoretischen Bewegung oder Magnete zur magnetischen Bewegung der Cluster 
angebracht werden. 

18. Verwendung des optischen Sensors nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 17 zur 
Messung von Hormonen, Viren, Bakterien, Proteinen, Peptiden, naturliche und synthetische 
toxische Substanzen, Pestiziden, DNA und RNA. 

19. Verwendung des optischen Sensors nach zumindest einem der Anspriiche 1 bis 17 urn ein 
einmal chemisch erzeugtes zweidimensionales Muster wiederholt ablesen zu konnen. 
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